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ABSTRAK
Sukses penanggulangan suatu penyakit akan banyak tergantung pada kecepatan dan
ketepatan diagnosisnya. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh alat diagnosis yang cepat
dan tepat bagi penyakit mikobakteriosis. Antigen berasal dari bakteri Mycobacterium foftuitum
diisolasi dari ikan gurami, yang kemudian dicampur dengan "lncomplete Freuds Adjuvant". Anti-
gen disuntikkan kedalam tubuh kelinci jenis "New Zealand" dengan dosis penyuntikan adalah
0,1 mL (dari stok bakteri 108cfu/mL) untuk penyuntikan pertama (priming), sedangkan untuk
penyuntikan berikutnya (boostet) adalah 0,2 mL untuk group A. Untuk group B priming 0,2 mU
ekor yang diikuti oleh booster0,2 mUekor. Untuk kontrol (group C) hanya disuntik dengan saline,
priming 0,1 mUekor, dan booster 0,2 mUekor. Koleksi darah dilaksanakan satu minggu setelah
penyuntikan terakhir. Pemisahan serum dilakukan dengan pengendapan dan kemudian
disentrifugasi pada putaran 12.000 rpm. Pemurnian serum dilakukan dengan cara dianalisis
dan kemudian dilabel dengan menggunakan "Horse Radish Peroxidase" (HRP). Uji diagnosis
dilakukan dengan reaksi antigen Mycobacterium fofluitum dengan antibodi yang sudah dilabel
dengan HRP dan pembacaan dilakukan dengan teknik ELISA. Hasil estimasi protein menunjukkan
bahwa serum A mengandung 15,47 mg/ml, serum B 15,82 mg/ml, dan serum C 10,17 mg/ml.
Kandungan antibodi pada pengenceran sampai 1:80, masih dapat bereaksi dengan antigen
yang diencerkan 1:40. Antibodi yang paling tinggi terdapat pada perlakuan B ditunjukkan dengan
nilai absorban terbesar yaitu 0,152.
ABASTRACT Sero-diagnostic of mycobacteriosis on giant gouramy (Osphronemus
gouramy). By: Hambali Supriyadi, Taukhid, and Johan Ettendi
The success of control of fish disease will depend on the accuracy of diagnostic. The rapid and
accurate method of diagnostic used will lead to the rapid and accurate control of fish disease.
Antigen made from Mycobacterium fortuitum mixed with lncomplete Freuds Adjuvant was in-
jected into two groups of New Zealand rabbit with the dose of 0.1 for group A and.0.2 for group B
(from stock of lU cfu/mL) mUrabbit as a priming. Booster was given two times, delivered by
injection in every week with the dose of 0.2 m/rabbit. Control rabbit were injected wit sterile saline
of 0.1 mU rabbit for priming and 0.2 mUrabbit for booster. Bleeding was conducted one week
after last injection. Serum was separated and centrifuged at 12000 rpm, purified by dialysis
process and then labeled with Horse Radish Peroxidase (HRP). Diagnostic test was done by
antigen antibody reaction and read by ELISA technique. The result of protein estimation of sera
indicated that group A serum contained 15.47 mglmL protein, while group B 15.82 mg/mL and
control 10.17 mg/mL. Antibody was still able to react at the dilution of 1:80 with antigen dilution of
1:40. The highest antibody (absorbance value 0.152) was resulted from treatment B.
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PENDAHULUAN
Salah satu masalah serius yang selalu dihadapi
oleh petani ikan adalah penyakit bakterialyang dapat
mengakibatkan kematian ikan sekitar 50-100%
(Supriyadi & Taufik, 1 981 ; Taufik, 1992; Supriyadi &
Rukyani,1990).
lnfeksi penyakit yang sering terjadi pada usaha
pembesaran ikan guramiantara lain mata menonjol,
bisul pada pangkal ekor, bintik darah di bawah sirip,
dan pada gelembung renang. Berdasarkan hasil
penelitian tahun 1998/1999 penyakit tersebut
disebabkan oleh bakteri Mycobacterium fortuitum.
Penyakit yang disebabkan oleh bakteri tersebut sering
disebut "mikobakteriosis". ft/ikobakteriosis
merupakan penyakit yang progresif kronik dengan
beberapa gejala klinis antara lain ikan lemah,
pembengkakan pada kulit, mata menonjol
(exophthalmia) lesi, dan borok pada tubuh. Gejala
pada organ dalam, biasanya terdapat granuloma yang
berwarna putih keabu-abuan terutama pada hati, limfa,
ginjal, dan pada daging ikan (Van Duijn, 1981).
Mi kobakteriosis biasanya dapat menginfeksi ikan
konsumsi dan ikan hias. Kejadiannya telah banyak
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dilaporkan (Nigrelli & Vogel, 1963; Chinabut ef a/',
1990), bahwa penyakit tersebut dapat menimbulkan
kematian lebih dari 2O"hpada ikan gabus (Limsuwan
ef a/., 1983) dan selain itu penyakit tersebut dapat
menurunkan mutu ikan itu sendiri.
Di Indonesia mikobakteriosis telah ditemukan
menginfeksi ikan gurami (Osphronemus gouramy)
terutima ditempat-tempat yang memiliki sistem budi
daya ikan guramisecara intensif. Insidensi infeksinya
dapat mencapai 60% (Supriyadi, 1998). Kematian
yang diakibatkan dapat mencapai 7O-80"k. Daerah
sebardi Indonesia meliputi: Pulau Jawa, Bali, Nusa
Tenggara Barat, dan Sulawesi Utara.
lkan yang terinfeksi biasanya menunjukkan gejala-
gejala lesi seperti cacar, mata menonjol, serta
te4aOinya pembengkakan pada tubuh ikan' Apabila
ikan dibedah maka akan ditemukan tubercle yang
merupakan ciri khas bagi penyakit tuberkulosis. Selain
itu penyakit ini tergolong pada jenis penyakit yang
zoonotik yakni dapat menyebabkan infeksi pada kulit
dan menyebabkan hipersensitif terutama pada per-
sonalyang menangani ikan yang terinfeksi.
Permasalahan yang dihadapi adalah serlng
terlambatnya usaha penanggulangan penyakit
tersebui. Sebagaimana diketahui bahwa untuk
menanggulangi suatu penyakit harus terlebih dahulu
diketahui jasad penyebab penyakit tersebut. Diagno-
sis penyakit ikan yang kurang tepat, akan
mengakibatkan tindak pengobatan yang tidak tepat
pula.
Teknik diagnosis yang cepat dengan cara serologis
perlu dikembangkan, untuk memperoleh hasil diag-
nosis yang tepat (Anderson, 1990; Arkoosh & Kaatari,
1990). Teknik tersebut telah diaplikasikan pada di-
agnosis terhadap infeksi bakteri Aeromonas
hyd roph i t a (Su p riyad i et a t.' 1 997 ) - Tekn i k tersebut d i
atas sangal diperlukan untuk kepentingan diagnosis
penyakit mikobakteriosis pada ikan gurami-
Dalam makalah ini akan dikemukakan hasil
penelitian yaitu salah satu metode diagnosis untuk
penyakit akibat infeksi Mycobacterium foftuitum (miko-
bakteriosis) pada ikan gurami dengan menggunakan
antibodi poliklonal. Teknik poliklonal ini merupakan
salah satu metode yang cukup dapat diandalkan'
Namun demikian teknikdengan menEgunakan antibodi
monoklonal akan lebih spesifik dan lebih tepat apabila
dibanding dengan Poliklonal.
BAHANDANMETODE
Preparasi Antigen
Jasad patogen yang dipakai adalah Mycobacte'
rium fortuitum, patogen penyebab penyakit cacar yang
dikoleksi dari hasil penelitian 1998/1999 yang telah
diuji Koch Postulate pada ikan sejenis yaitu ikan
gurami (Osph ronemus gou ramy).
Dari isolat yang menunjukkan gejala yang sama'
kemudian dibuat sediaan berupa sel bakteri utuh
(whote cel/) dengan kepadatan 108cfu/ml dengan
menggunakan saline steril sebagai pengencer'
Sediaan tersebut kemudian didesintegrasi
(dihancurkan) dengan menggunakan sonicator
sehingga dihasilkan sediaan sonified antigen.
InjeksiAntigen
Aniigen tersebut kemudian diinjeksikan ke dalam
tubuh kelinci New Zealand di bawah kulit (sub-cutan)
untuk penyuntikan awal dan diikuti dengan
penyuntikan melalui pembuluh darah (intra vena) untuk
penyuntikan berikutnya. Antigen tersebut sebelumnya
dicampur dengan tncomplete Freud Adiuvant'
Penyuntikan dilaksanakan sebanyak 3 kali dengan
interval waktu 1 mtnggu'
Dosis penyuntikan adalah 0,1 mL (dari stok bakteri
108 cfu/ml) untuk penyuntikan pertama (priming)
sedangkan untuk dua penyuntikan berikutnya masing-
masing adalah 0,2 mL untuk group A, sedangkan
untuk group B adalah primingO,2 mUekoryang diikuti
ofeh penyuntikan berikutnya masing-masing O,2mU
ekor. Untuk group kontrol (C) hanya dilakukan
penyuntikan dengan saline, priming 0,1 mUekor dan
penyuntikan berikutnya 0,2 mUekor'
Pengambilan Darah (Bleedingl
Pengambilan darah dilaksanakan 1 minggu
setelah penyuntikan terakhir, dengan cara
pemotongan/pembelekan saluran darah pada daun
ielinga. Daridarah yang diperoleh kemudian diambil
serumnya dengan jalan pengendapan dan sentrifugasi
dengan menggunakan microcentrifuge dengan
kecepatan Putar 12.000 rPm.
Serum yang diperoleh kemudiaan dimurnikan
dengan cara dialisis. Kemudian serum tersebut
dikonjugasikan/dilabel dengan menggunakan Horse
Radish Peroxidase (HRP).
UiiDiagnosis
Uji diagnosis dilakukan dengan reaksi antigen yaitu
dari sed ialn M yco bacte i u m f o rtu it u m dengan antibod i
yang sudah dilabel dengan HRP" Pembacaan
dilakukan dengan teknik ELISA.
HASIL DAN BAHASAN
Hasil pengumpulan serum diperoleh 3 (tiga)
kelompok serum yaitu serum A yang berasal dari
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kelinciyang diberiantigen awal (priming) 0,1 mUekor,
serum B berasaldari kelinciyang diberiantigen awal
0,2 mUekor, dan serum C berasal dari kontrolyang
diperlakukan dengan penyuntikan salin steril.
Ketiga kelompok serum tersebut kemudian
dimurnikan dengan proses dianalisis, dan setelah itu
diestimasi kandungan proteinnya. Hasil estimasi
ternyata menunjukkan bahwa serum A mengandung
protein 105,47 mg/mL; serum B 15,82 mg/mL; dan
serum C 10,17 mg/mL. Hasiltersebut secara deskriptif
menunjukkan bahwa perlakuan A dan B menunjukkan
hasil antibodi yang berbeda terhadap perlakuan C.
Namun demikian antara perlakuan A dan perlakuan
B tidak menunjukkan perbedaan yang nyata. Jadi
priming dengan dosis yang berbeda tidak berpengaruh
terhadap produksi antibodi asalkan dosis berikutnya
diberikan dalam jumlah yang sama.
Kandungan antibodidalam serum yang diperoleh
temyata cukup tinggi. Hal ini dibuktikan bahwa dengan
pengenceran sampai 1:80, serum tersebut masih
dapat bereaksi dengan antigen yang diencerkan 1:40
seperti terlihat dalam Tabel 1. Reaksi yang paling
bagus terjadi pada serum yang dihasilkan dari
perlakuan B, sepertiterlihat dalam tabel menunjukkan
Aplikasi metode ini dapat dilakukan di laboratorium
dengan dua cara yaitu dengan menggunakan ELISA
dan atau dapat dengan menggunakan metode direct
agglutination test yaitu reaksi antara antigen dan
antibodi secara langsung. U ntuk metode pertama tentu
saja memerlukan alat yang cukup mahal namun
demikian pembacaan hasil reaksinya cukup tepat dan
pembacaan dapat langsung dengan menggunakan
ELISA reader. Pembacaan hasil memang cukup cepat
namun preparasinya cukup memerlukan waktu. Pada
cara yang kedua dapat dilakukan hanya dengan
menggunakan gelas objek yaitu mereaksikan
langsung antara antigen dan antibodi. Pembacaan
hasil dapat dilakukan antara 5-10 detik walau hasilnya
hanya bersifat kualitatif. Namun demikian sebelumnya
kita harus menyiapkan antigen. Antigen dapat diisolasi
dari ikan yang terinfeksidan dapat disiapkan dalam
waktu 12 jam. Dengan demikian diagnosis hanya
memerlukan waktu sekitar 12 jam. Hal inicukup cepat
apabila dibandingkan dengan metode diagnosis
konvensionalyang paling tidak memerlukan waktu 36
jam.
Metode tersebut dapat dikembangkan untuk dapat
digunakan oleh peiani kecil di lapangan dengan
Tabel 1. Nilai absorban dari hasil reaksi antigen antibodi dengan serum berbagaitahap pengenceran dan
Tablel.
antigen diencerkan % kali
The absorbance value of antigen antibody reactions ol serum with different ditution levets and
antigen dilution of %
Kelompok serum
Serum group
Ulangan
Replication
Pengenceran serum
Serum dilution
1120 1140 1/80
B
c
1
2
1
2
1
2
0.127
0.124
0.12',1
0.135
0.023
0.029
0.129 0.123
0.141 0.107
0.124 0.152
0.131 0.152
0.023 0.021
0.03 0.03
Keterangan: A: Perlakuan dengan priming 0,1 mUekordan boosterO,2 mUekor
Treated with priming 0.1 mUrabit and booster 0.2 mL/rabbit
B: Perlakuan dengan priming 0,2 mUekordan boosterO,2 mUekor
Treated with priming 0.2 mUrabbit and booster 0.2 mlJrabbit
C: Kontrol(Contrd)
nilai absorban terbesar yaitu 0,152. Meningkatnya membuatalatdiagnostikpraktisyaituberupatongkat
jumlah band dalam elektrophoresis dan jumlah se- diagnosis (stick diagnostic toots) yaitu tongkat diag-
rum protein yang dihasilkan dariserum kelinciyang nosis yang apabila ditempelkan pada organ yang
diinjeksi dengan antigen Mycobacterium sp. telah terinfeksi oleh penyakit tersebut akan menimbulkan
dibuktikan oleh Somsiri & Sukrakanchana (1997). reaksiberupaperubahanwarna.Untukpengembangan
Demikian juga tentang ketepatan reaksinya antara alat tersebut diperlukan teknik khusus yang dalam
antibodi dan antigen masih berlangsung pada jumlah teknik pelaksanaannya harus melibatkan tenaga
antibodiyang diencerkan. dokter hewan dan ahli farmasi.
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KESIMPULAN
I nf eksi penyakit mi kobakterios is pada ikan gu rami
dapat didiagnosis secara cepat dengan menggunakan
poliklonal antibodi. Aplikasinya dapat menggunakan
metode ELISA maupun dengan direct agglutination
fesf. Hasil diagnosisnya relatif lebih spesifik sehingga
dapat membedakan sampai tingkatan strain. Namun
demikian metode tersebut masih kalah tepat apabila
dibandingkan dengan metode yang menggunakan
monoklonal antibodi.
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